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基础 研究 
Y- 分 洛 酶 抑制 剂 对 高 氧 暴露 致 新 生 电 脑 白 质 损伤 的 保护 作用 


刘 光 建 ', 蒋 朴 ?, 杜 敏 !, 徐 颖 ? 
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摘要 :目的 探讨 y- 分 泌 酶 抑制 剂 (N-[N-(3, 5-difluorophenacety])-l-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester, DAPT) 对 常 压 高 浓度 氧 
暴露 致 新 生 小 鼠 脑 白质 损伤 中 的 作用 。 方 法 将 新 生 3 d 小 鼠 持 续 80% 高 氧 暴露 48 h ,建立 新 生 鼠 未 成 熟 高 氧 脑 损 伤 模型 ,并 于 
高 氧 暴露 前 1 h 通 过 腹腔 注射 DAPT(10 mg/kg) ,将 小 鼠 分 为 空气 对 照 组 (C) ,空气 HDAPT 组 (C+DAPT) ,高 氧 组 (H) ,高 氧 + 
DAPT 组 (H+DAPT)。 检 测 第 3,5、12 及 28 天 各 组 小 鼠 的 脑 质 量 、 体 质量 ;模型 制作 后 48 h RT-PCR 检测 小 鼠 脑 组 织 NICD 
mRNA(Notch intracellular domain) 的 表达 ;第 12 天 免疫 组 化 检测 NG2 和 MBP(myelin basic protein) 表 达 ; 第 28 天 Morris 水 迷 
宫 评价 各 组 小 鼠 学 习 记 忆 能 力 。 结 果 与 C 组 比较 ,H 组 小 鼠 随 着 日 龄 延长 小 鼠 脑 质量 \ 体 质量 均 明显 下 降 (P<0.05); 与 H 组 比 
较 , 给 予 DAPT 预 处 理 高 氧 暴露 (H+DAPT 组 ) 后 ,小 鼠 脑 质量 、 体 质量 显著 增加 (P<0.05) ;RT-PCR 提示 高 氧 暴露 后 NICD 
mRNA 表达 上 调 ,DAPT 可 逆转 高 氧 所 致 脑 组 织 中 NICD 上 调 ; 免 疫 荧光 双 标 显示 HH 组 NG2 细 胞 增多 , MBP 细胞 减少 ;与 H 组 比 
较 ,DAPT 预 处 理 后 (H+DAPT 组 )NG2 细胞 明显 减少 ,MBP 细 胞 明显 增多 ;Morris 水 迷宫 HH 组 与 C 组 比较 ,逃避 潜伏 期 和 游 动 距 
离 均 延长 (P<0.05) , 目标 象限 停留 时 间 缩 短 LP<0.05) ,穿越 虚拟 平台 次 数 减少 (P<0.05); 而 H+DAPT 组 与 H 组 比较 上 述 各 项 指 
标 均 明显 好 转 。 结 论 Y- 分 泌 酶 抑制 剂 DAPT) 可 抑制 高 氧 暴露 所 致 脑 内 Notch 信号 水 平 的 变化 ,减轻 高 氧 诱导 未 成 熟 脑 白质 损 
伤 ,降低 新 生 期 高 氧 暴露 对 远 期 学 习 记 忆 能 力 损害 。 

关键 词 :DAPT;Notch 信 和 号 通路 ;高 氧 ; 脑 白质 损伤 ;水 迷宫 


Effect of Y-secretase inhibitor on hyperoxia-induced brain white matter injury in mice 
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Abstract: Objective To investigate the effect of Y-secretase inhibitor (N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-] -alanyl]-S-phenylglycine 
t-butyl] ester, DAPT) on hyperoxia-induced brain white matter injury in mice. Methods Three-day-old C57BL/10J mouse pups 
were divided into air control (C) group, control+DAPT (10 mg/kg, injected intraperitoneally) group, hyperoxia group (exposed 
to 80% oxygen for 48 h), and hyperoxia+DAPT group. The brain and body weights of the mice were measured at postnatal 
days 3, 5, 12, and 28. Real-time PCR was used to detect Notch intracellular domain (NICD) mRNA expression in the brain after 
modeling, and the expressions of NG2 and myelin basic Protein (MBP) were detected by double-labeled immunofluorescence 
assay to verify the oligdendrocycle type at postnatal day 12. The mice in each group were bred until postnatal day 28 for 
Morris water maze test. Results The brain and body weights were significantly decreased in mice in hyperoxia group 
compared to the control mice, but increased significantly after DAPT treatment (P<0.05). Real-time PCR showed that a 48-hour 
hyperoxia exposure significantly increased NICD mRNA expression in the brain (P<0.05), which was decreased by 
co-treatment by DAPT (P<0.05). Hyperoxia also resulted in enhanced NG2 expression and lowered MBP expression in the 
brain (P<0.05). Compared with the control mice, the mice exposed to hyperoxia showed prolonged escape latency (P<0.05) and 
spent less time in the target quadrant with a lowered number of passing through the virtual platform (P<0.05). All these 
parameters were significantly improved by co-treatment with DAPT. Conclusion Specific inhibition of Notch signaling 
pathway activation in the brain by the Y-secretase inhibitor DAPT can ameliorate white matter injury and learning and 
memory impairment in newborn mice with hyperoxia exposure. 

Key words: N-[N-(3,5-difluorophenacety])-l -alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester; Notch signaling pathway; hyperoxia; brain 
white matter injury; Morris water maze 


脑 白 质 损 伤 (WMD) 是 引起 早产 儿 神 经 系统 发 育 


收 稿 日 期 :2015-04-11 受阻 及 未 成 熟 脑 组 织 损伤 最 常见 其 甘 了 

又 天 让 组 织 损伤 最 稼 见 的 原因 ,其 主要 表 
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的 治疗 。 临 床 证 据 显 示 常 压 高 浓度 氧 暴露 是 远 期 认 知 
功能 缺陷 和 神经 系统 转 归 不 良 的 重要 因素 之 一 ,但 其 
发 生机 制 尚 未 阐明 。Notch 是 一 种 高 度 保守 信和 号 通路 ， 
在 多 种 组 织 融 官 早期 发 育 和 修复 过 程 中 对 发 育 细胞 的 
分 化 增殖 和 调 亡 起 着 决定 作用 ”。Notch 受 体 激活 可 
介 导 炎症 因子 释放 \ 阻 但 少 突 胶 质 细胞 成 熟 ,参与 脑 白 


暴露 组 (H+DAPT) ;每 组 16 只 小 鼠 ,C+DAPT 组 和 Ht+ 
DAPT 组 于 高 氧 暴露 前 1 h 通 过 单 次 腹腔 注射 y- 分 沁 酶 
抑制 剂 DAPT(10 mg/kg)( 溶 于 1% 二 甲 基 亚 人 砚 ), 击 C 组 
和 五 组 以 同样 的 方法 注入 等 量 1% 二 甲 基 亚 硕 。 将 五 组 
和 H+DAPT 组 的 小 鼠 和 母 鼠 一 起 置 于 高 氧 箱 中 , 放 入 
数字 测 氧 仪 , 通 入 100% 的 氧气 2.5 L/min, ,并 用 数字 测 


质 损 伤 过 程 5。 目 前 尚未 Notch 信号 在 新 生 期 高 氧 脑 摇 
质 损伤 中 作用 实验 研究 报道 ,本 研究 拟 通过 对 新 生 3 天 
(P3) 小 鼠 80% 高 浓度 氧 暴露 48 h ,建立 新生 期 高 氧 暴露 
脑 白 质 损伤 模型 。 本 研究 应 用 y- 分 泌 酶 特异 性 阻 断 剂 
DAPT ,探讨 Notch 信号 通路 在 新 生 鼠 高 氧 暴 露 致 脑 白 
质 损伤 中 的 作用 。 


1 材料 和 方法 
1.1 材料 

SPF 级 健康 C57BL/10J 新 生 3 d 小 鼠 64 只 , 购 自 
重庆 医科 大 学 实验 动物 中 心 [SCXK( 渝 ) 2012-0001]。 
DAPT(GSI-IX)( Selleck, 美 国 ),SYBR Green ( 胜 云 天 
生物 技术 研究 所 ,中 国 ) ,引物 合成 (Invitrogen, 美 国 )， 
TRIzol 试 剂 (Invitrogen, 美 国 ) ,MBP(ab62631) 小 鼠 单 
克隆 抗体 (abcam, 美 国 ) ,NG2 免 抗 小 鼠 多 克隆 抗体 
(Millipore 公 司 ,美国 ) ,FITC 标 记 山 羊 抗 小 鼠 二 抗 (性 
云天 生物 技术 研究 所 ,中 国 ) ,Alex Fluor555 山羊 抗 免 
二 抗 ( 莫 云 天 生物 技术 研究 所 ,中 国 ) ,自制 塑料 氧 箱 
(25 cmx15 cmx15 cm) , 氧 含量 测 氧 仪 MB-20( 青 岛 明 
博 环保 有 限 公司 ,中国 ) ,荧光 显微镜 及 图 像 采集 系统 
(Olympus 公司 ,日 本 ),Morris 水 迷宫 实验 装置 及 分 析 
系统 ( 硕 林苑 科技 有 限 公司 ,北京 )。 
1.2 方法 
1.2.1 动物 高 气 模 型 制备 及 分 组 新 生 3 d 的 C57BL/ 
10J 野生 小 鼠 64 只 ,随机 分 为 空气 对 照 组 (C) 空气 + 
DAPT 组 (C+DAPT) .高 氧 组 (H) .DAPT 预 处 理 后 高 氧 


表 1 引物 序列 表 


Tab.1 Primer sequence 


氧 仪 持续 监测 氧 箱 内 氧 及 二 氧化 碳 浓 度 ,始终 保持 氧 箱 
内 氧 浓度 80% ,CO, 浓 度 <5%( 用 钠 石 灰 吸 收 CO;,);C 
组 及 C+DAPT 组 与 各 自 哺 乳母 鼠 置 同室 空气 中 饲养 。 
将 H 组 和 H+DAPT 组 哺乳 母 鼠 在 通 氧 24h 后 与 C 组 和 
C+DAPT 组 哺乳 母 鼠 交换 ,以 避免 哺乳 母 鼠 因 氧 中 毒 导 
致 喂养 能 力 下 降 。 各 组 环境 温度 均 控 制 在 21~25 %C , 湿 
度 60%~70% ,维持 12p 日照/ 夜间 循环 。 高 氧 暴露 48 h 
后 停止 通 氧 ,取出 置 于 空气 中 喂养 至 生 后 第 5 d 和 12 d， 
C 组 .C+DAPT 组 在 空气 中 常规 饲养 。 各 组 分 别 在 第 5 
天 处 死 4 只 ,用 于 检测 脑 白 质 区 NICD mRNA 表 达 ; 第 
12 天 分 别处 死 4 只 ,用 于 脑 白质 区 免疫 荧光 检测 ;各 组 
余下 8 只 重 置 空气 中 饲养 至 第 28 天 , 行 Morris 水 迷宫 实 
1.2.2 检测 新 生 鼠 脑 质量 、 体 质量 的 变化 将 各 组 新 生 鼠 
在 不 同 的 时 间 点 (3.5.12 及 28 d) 取 出 ,使 用 电子 天 平 (型 
号 DENVER ) 秤 各 组 小 鼠 体 质量 ;乙醚 麻醉 后 迅速 取出 
脑 组 织 , 除 去 血液 ,滤纸 拭 干 , 称 重 , 即 为 脑 质量 。 

1.2.3 实时 荧光 定量 PCR 检测 脑 组 织 NICD 表达 将 
各 处 理 的 组 脑 组 织 匀 浆 按 Trizol 法 抽 提 总 RNA ,测定 
RNA 浓度 和 纯度 , 道 转录 合成 cDNA。 然 后 PCR 扩 
增 引 物 序列 ( 表 1)。PCR 反 应 体系 10 nL:cDNA 模 版 
1uL, 上 下 游 引 物 各 0.25 nL,SYBR 溶 液 4.5 hL, 超 纯 水 
4 hL。 反 应 条 件 :95 % 预 变性 3 min;95 % 10 s,60 %C 
30 s,40 个 循环 ;72 % 延 伸 5 min。 测 定 目的 基因 校对 
基因 和 B-actin 的 PCR 产 物 的 Ct 值 ,NICD 的 相对 表达 量 
采用 2^^“ 法 计算 。 


Gene Primer sequence 

NICD Sense primer GAGCACTGAAAGCATGATCC 
Reverse primer GGGCCAGAGGGTTGATTAGT 

B-actin Sense primer AGATTACTGCTCTGGCTCCTAGC 


Reverse primer 


1.2.4 冰冻 切片 制备 及 免疫 荧光 双 标 米色 各 组 动物 乙 
醚 麻醉 后 ,4% 多 聚 甲醛 经 左 心室 灌注 固定 后 ,取材 于 
4% 多 聚 甲 本 固定 12~16 h, 依 次 置信 梯度 蔗糖 溶液 
(20% .30%) 脱 水 ,过 夜 直至 沉 底 , 包 埋 , 制 成 5 pm 冰冻 
切片 ,选取 脑 白质 区 作 免 疫 菊 光 染 色 。 选 取 的 冰冻 切片 


ACTCATCGTACTCCTGCTTGCT 


逐 级 至 水 化 ,一 抗 [ 小 鼠 单 抗 MBP(1:500) ; 免 抗 小 鼠 
NG2(1:200)] ,阴性 对 照 以 0.01 MPBS 代 替 一 抗 ,4%C 
孵育 过 夜 。 次 日 室温 复 温 1 h, 加 稀释 的 二 抗 [FEITC 山 
羊 抗 小 鼠 绿 光 (1:200); Alex Fluor555 山羊 抗 兔 红 光 
(1:200)] 37 % 凡 育 1 hn,DAPI 室 温 孵育 15 min ,加 抗 荧 
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光 滩 灭 剂 , 封 片 , 灾 光 显微镜 下 观察 并 拍照 。MBP( 绿 色 空间 探索 实验 :定位 航行 实验 全 部 结束 后 24 h, 撤 


荧光 ) 提 示 成 熟 少 突 胶 质 细 胞 细胞 ,NG2( 红 色 荧 光 ) 显 
示 少 突 胶 质 前 体 细胞 ,DAPI( 蓝 色 荧 光 ) 显 示 细 胞 核 。 
1.2.5 Morris 水 迷宫 实验 各 组 28 d 小 鼠 参 照 文 献 
16] 的 方法 行 Morris 水 迷宫 实验 。Morris 水 迷宫 选用 
小 鼠 通 用 型 , 圆 形 恒 温水 池 ,直径 100 cm, 高 50 cm, 水 
深 25 cm, 水 温 控制 在 22~24 % ,水 中 加 入 牛奶 ,使 其 呈 
黑色 不 透明 状 。 在 水 池 壁 的 边沿 均匀 分 布 4 个 不 同形 状 
的 标记 ,将 水 池 等 分 为 1.2.3 及 4 个 象限 , 选 第 3 象限 正 
中 放置 高 度 为 23 cm, 直径 8 cm 的 平台 ,没入 水 下 2 cm， 
迷宫 外 参照 物 保持 固定 。 实 验 分 为 两 部 分 。 

定位 航行 实验 :将 C57BL/10J 小 鼠 按 顺 时 针 方 向 
依次 由 第 1.2.34 象 限 入 水 点 顺序 放 入 水 中 。 记 录 2 min 
内 寻找 平台 的 时 间 ( 逃 避 湾 伏 期 ) 和 其 寻找 平台 所 行 
游 动 的 距离 。 如 果 小 鼠 在 2 min 内 找到 平台 ,记录 2 min 
内 实际 逃避 潜伏 期 和 游 动 距离 ;如 果 在 2 min 内 未 找到 
平台 ,由 实验 者 将 其 引 上 平台 并 停留 20 s, 逃 避 潜 伏 期 
则 记录 为 2 min。 所 有 实验 小 鼠 连 续 训 练 5 d。 


去 平台 , 仍 将 小 鼠 由 不 同 象 限 放 入 池 中 自由 游泳 2 min， 
计算 其 跨越 虚拟 平台 位 置 的 次 数 ,及 小 鼠 在 目标 象限 
(第 三 象限 ) 停 留 时 间 。 
1.3 统计 学 分 析 

采用 SPSS19.0 统 计 学 软件 分 析 ,数据 以 均 数 + 标准 
差 表示 ;定位 航行 实验 和 空间 探索 实验 数据 使 用 重复 测 
量 方 差分 析 ; 其 余数 据 组 间 两 两 比较 采用 单 因 素 方差 分 
析 ,LSD 检 验 ;P<0.05 表 示 差 异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 

2.1 高 氧 暴露 对 新 生 鼠 脑 质 量 体 质量 的 影响 
正常 新 生 鼠 (C 组 ) 脑 质量 、 体 质量 随 日 龄 的 增加 而 

迅速 增长 。 高 氧 暴露 组 (H 组 )5.12.28 d 新 生 鼠 体质 量 

明显 减轻 ,与 同日 龄 C 组 新 生 鼠 比较 差异 有 统计 学 意义 

(CP<0.05) ;而 使 用 DAPT 王 预后 5S.12.28 d 新 生 鼠 脑 质 

量 \ 体 质量 较 H 组 明显 增加 (P<0.05, 表 2.3)。 


表 2 新 生 小 鼠 高 氧 暴露 后 在 不 同时 间 点 脑 质 量 的 变化 


Tab.2 Changes of brain weight in each group at different time points (Mean+SD, n=10) 


Postnatal day 


Group 

3 5 12 28 
C 0.073+0.008 0.162+0.049 0.305+0.015 0.569+0.049 
C+DAPT 0.070+0.009 0.165+0.040 0.324+0.037 0.582+0.033 
H 0.070+0.006 0.128+0.083'^ 0.234+0.015^ 0.508+0.050"^ 
H+DAPT 0.072+0.005 0.149+0.014 0.287+0.016*^ 0.557+0.028*^ 


*P<0.05, vs C group; “P<0.05, vs C+DAPT group; “P<0.05, vs H group. 


表 3 新 生 小 局 高 氧 暴露 后 在 不 同时 间 点 体质 量 的 变化 
Tab.3 Changes of body weight in each group at different time points (Mean+SD, n=10) 


Postnatal day 


Group 

3 5 12 28 
© 1.587+0.058 3.600+0.200 5.303+0.241 9.103+0.834 
C+DAPT 1.567+0.057 3.733+0.251 5.423+0.321 9.306+0.976 
H 1.600+0.100 2.350+0.150* 人 4.614+0.269* 人 8.797+0.672^ 
H+DAPT 1.576+0.208 3.333+0.152*^ 5.214+0.351^ 8.903+0.891 


*P<0.05, vs C group; “P<0.05, vs C+DAPT group; “P<0.05, vs H group. 


2.2 新 生 鼠 脑 组 织 NICD mRNA 表达 水 平 的 变化 

与 空气 对 照 组 (C 组 ) 相 比 ,高 氧 暴露 后 可 引起 
NICD mRNA 表达 量 明显 增 加 , 且 差 异 有 统计 学 意义 
(P<0.05) ;给 予 DAPT 预 处 理 的 高 氧 组 (H+DAPT 组 ) 
NICD mRNA 表达 量 较 高 氧 组 (HH 组) 显著 降低 (P< 
0.05, 图 1)。 


2.3 免疫 荧光 双 标 检测 NG2 和 MBP 的 表达 

免疫 荧光 标记 绿色 殉 光 标记 MBP 细 胞 ,红色 交 光 
标记 NG2 细 胞 , 蓝 色 显 示 细 胞 核 。 与 C 组 比较 ,高 氧 暴 
露 后 NG2 表 达 明 显 增多 ,MBP 表 达 明 显 降低 ;DAPT 预 
处 理 的 高 氧 组 与 日 组 比较 NG2 表 达 显 著 降 低 ,MBP 表 
达 增 多 (图 2)。 
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1 小 鼠 P5 脑 内 NICD mRNA 表 达 量 的 变化 

Fig.l NICD mRNA expression in the immature 
brain in each group. *P<0.05, vs C group; “P<0.05, vs 
C+DAPT group; “P<0.05, vs H group. 
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图 2 小 鼠 P12 脑 白质 区 NG2 和 MBP 免 疫 荧光 观察 


2.4 定位 航行 实验 结果 

各 实验 组 逃避 洪 伏 期 及 游 动 距离 均 随 时 间 延 长 呈 
逐渐 下 降 趋 势 (P<0.05) ,说 明 通 过 训练 能 有 效 缩短 其 搜 
寻 平 台 的 时 间 和 游 动 距离 。 从 训练 第 2 天 开始 , 互 组 的 
逃避 潜伏 期 和 游 动 距离 均 较 C 组 延长 (P<0.05); 与 H 组 
比较 ,H+DAPT 组 的 逃避 潜伏 期 和 游 动 距离 明显 缩短 
(P<0.05, 图 3A \B)。 
2.5 空间 搜索 实验 结果 

与 C 组 比较 ,H 组 小 鼠 找 到 平台 次 数 和 在 目标 象限 
停留 时 间 减 少 ,结果 有 统计 学 意义 (P<0.05); 经 DAPT 
预 处 理 高 氧 暴露 后 (H+DAPT 组 ), 小 和 鼠 穿 越 平台 次 数 和 
在 目标 象限 停留 时 间 较 了 组 明显 增多 (P<0.05, 表 4)。 


Fig.2 Expression of NG2 and MBP in immature brain of the mice in the 4 groups on postnatal day 12 
(Immunofluorescence staining, original magnification: x200). 


3 讨论 

新 生 儿 (特别 是 早产 儿 ) 脑 血 流 自 主 调节 机 制 并 不 
完善 , 易 受 多 种 病理 生理 因素 影响 ,从 而 引起 脑 血 流动 
力学 变化 ,成 为 缺 氧 缺 血性 脑病 等 脑 损 伤 的 病理 基础 ， 
是 导致 新 生 儿 死亡 和 儿童 期 中 枢 神 经 系统 后 遗 症 的 重 
要 原因 "。 而 早期 给 予 常 压 高 浓度 氧 疗 可 有 效 改善 患 


者 缺 氧 状态 ,减轻 带 官 损害 ,提高 生存 质量 。 但 近年 一 
些 临 床 研究 表明 ” ,暴露 在 高 浓度 氧气 中 病人 院内 死亡 
率 明 显 增高 ,部 分 患者 表现 为 迟 发 型 认 知 ,学 习 记 忆 功 
能 障碍 。 高 氧 早期 暴露 可 致 成 熟 依赖 性 的 少 突 胶 质 细 
胞 成 熟 障碍 , 髓 稍 形 成 异常 ,病理 过 程 可 能 与 脑 白质 损 
害 有 关 ”。 目 前 尚未 完全 阐明 引起 上 述 脑 白质 损害 的 
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图 3 各 组 新 生 小 鼠 高 氧 暴露 后 定位 航行 能 力 的 比较 
Fig.3 Comparison of navigation ability of the mice in 
each group after treatments. *P<0.05 vs control (C) 
group; ‘P<0.05 vs hyperoxia (H) group. A: Escape 
latency; B: Swimming distance. 


具体 机 制 。Notch 在 多 个 物种 中 广泛 表达 ,其 家 族 成 员 
结构 具有 高 度 保 守 性 ,在 细胞 分 化 .发育 及 成 熟 中 起 着 
关键 作用 ""。 因 此 ,探讨 Notch 信 和 号 通路 对 阐明 高 氧 致 
脑 白 质 损伤 的 细胞 分 子 机 制 具 有 重要 意义 。 

Notch 信号 是 准 椎 动物 和 无 疹 椎 动物 发 育 过 程 中 
一 类 十 分 重要 的 信号 受 体 蛋 白 家 族 ,Notch 受 体 激活 后 
主要 通过 释放 胞 内 段 NICD,NICD 转移 至 细胞 核 激活 
靶 基 因 ( 如 Hes) 发 挥 生物 学 效应 中。y- 分 泌 酶 是 NICD 
释放 过 程 中 的 关键 酶 ,有 人 研究 证 实 DAPT 可 以 作为 y- 分 
泌 酶 抑制 剂 阻 昕 Notch 信 号 通路 。 新 生 3 d 小 鼠 脑 组 织 
成 熟 度 相当 于 人 体 孕 23~32 周 脑 成 熟 度 , 此 时 的 脑 组 织 
内 细胞 分 化 .发 育 达 最 高 峰 "…。 本 研究 通过 对 了 P3 的 
C57BL/10J 小 鼠 腹 腔 注 射 DAPT 后 1h 内 给 予 高 氧 持续 
暴露 48 h, 以 获得 早产 儿 高 氧 暴 露 模型 。 实 验 结果 发 
现 ,DAPT 预 处 理 后 ,可 以 明显 下 调 NICD 基因 在 高 氧 暴 
露 中 的 表达 。 同 时 ,新 生 鼠 高 氧 早期 暴露 后 脑 质量 和 体 
质量 较 正常 组 明显 下 降 ,但 给 予 DAPT 预 处 理 后 ,这 种 
差异 明显 好 转 , 即 体质 量 和 脑 质量 明显 增加 。 脑 质量 的 
减轻 从 一 个 侧面 反映 出 高 氧 对 脑 发 育 的 影响 ,体质 量 的 
减轻 表明 高 氧 可 能 影响 新 生 儿 营养 的 供给 。 上 述 表明 
DAPT 抑 制 Notch 信 和 号 可 能 对 高 氧 暴露 引起 的 脑 损 伤 具 
有 保护 作用 ,Notch 信号 可 能 参与 了 高 氧 暴露 引起 的 未 
成 熟 脑 损 伤 。 

Notch 受 体 表 达 于 少 突 胶 质 细胞 前 体 细胞 (OPCs ) 
表面 ,可 以 阻 断 哺乳 动物 中 枢 神 经 系统 发 育 过 程 中 少 突 
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表 4 各 组 新 生 小 鼠 高 氧 暴露 后 空间 搜索 能 力 比 较 


Tab.4 Comparison of spatial search ability of the newborn mice after different treatments (n=8, 


Mean+SD) 

Group Time in target quadrant (s) Times through virtual platform 
C 58.1+4.8 10.7+2.1 

C+DAPT 59.4+5.0 12.0+1.8 

H 35.243.6* 人 4.4+1.2* 人 ^ 
H+DAPT 49.7+4.1*^^ 7.8+1.0* 人 人 


*Pp<0.05, vs C group; “P<0.05, vs C+DAPT group; “P<0.05, vs H group. 


胶 质 细胞 (OL) 的 分 化 成 熟 和 散 鞘 碱 性 蛋白 (MBP) 的 形 
成 ;选择 性 的 敲 除 OPCs 表 面 的 Notch 受 体会 引起 未 
成 熟 OL 的 分 化 ,也 就 是 说 Notch 信和 号 对 OPCs 分 化 为 
OL 具有 抑制 作用 。 本 研究 结果 发 现 3 d 新 生 鼠 高 氧 暴 
露 后 ,12 d 可 发 现 新 生 鼠 未 成 熟 脑 内 NG2 细 胞 表达 增 
多 ,MBP 表 达 减 少 ,提示 高 氧 暴露 后 脑 白质 区 的 OL 减 
少 ,OPCs 增 多 ;并 且 DAPT 预 处 理 减少 了 高 氧 暴露 引起 
的 OPCs 增 加 和 OL 减少 。 

脑 白质 作为 脑 实质 的 重要 组 成 部 分 ,主要 由 少 突 胶 
质 细胞 、 星 形 胶 质 细 胞 和 髓 鞘 - 轴 突 组 成 。 作 为 髓 精 形 
成 的 关键 细胞 一 少 突 胶 质 细胞 ,其 成 熟 关 系 脑 白质 的 发 


育 ;而 NG2 细胞 作为 少 突 胶 质 细胞 前 体 细 胞 ,其 分 化 方 
向 能 直接 影响 少 突 胶 质 细胞 成 熟 “。MBP 是 脑 中 成 熟 
少 突 胶 质 细胞 的 特异 性 的 标志 物 , 其 表达 量 可 直接 作为 
判断 脑 白质 损伤 程度 的 指标 。 少 突 胶 质 细胞 和 上 脑 白质 发 
育 异 常 共同 造成 了 WMD 最 直接 的 表现 , 即 CNS 低 散 
畏 化 "“"。WMD 是 存活 早产 儿 中 最 常见 的 神经 系统 发 
育 异常 ,会 引起 早产 儿 明 显 的 运动 和 /或 认 知 功能 缺陷 。 
Morris 水 迷宫 是 神经 生物 学 研究 动物 空间 学 习 、 记 
忆 功 能 常用 的 检测 方法 ,能 够 较 准 确 地 反映 实验 动 
物 以 视觉 为 基础 的 空间 学 习 记忆、 定向 及 定位 能 力 的 
变化 ”“。 实 验 中 ,第 28 天 小 鼠 在 前 5 d 进 行 游 泳 定位 
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航行 训练 ,学 会 了 找到 固定 位 置 隐蔽 的 平台 ,并 且 记 录 
每 一 次 找到 平台 的 时 间 和 路 程 轨迹 ,从 而 可 以 检验 点 燃 
大 鼠 的 学 习 能 力 ;6 d 撤 去 了 平台 ,检测 大 鼠 在 原平 台 位 
置 所 在 象限 停留 时 间 , 从 而 可 以 检验 点 燃 大 鼠 的 记忆 能 
力 。 结 果 发 现 ,高 氧 暴露 48 h 后 C57BL/10J 小 鼠 出 现 远 
期 学 习 记 忆 障 碍 ; 而 采用 DAPT 预 处 理 后 ,高 氧 暴露 后 
的 小 鼠 定位 航行 逃避 时 间 ,游行 距离 明显 缩短 及 空间 搜 
索 实 验 目 标 象限 停留 时 间 和 穿越 平台 次 数 明显 增加 。 
提示 Notch 信 号 参与 了 高 氧 暴 露 致 未 成 熟 脑 白质 损伤 ， 
且 下 调 高 氧 暴露 后 Notch 信和 号 通路 可 增加 对 脑 白质 中 
的 成 熟 少 突 胶 质 细胞 数量 ,降低 新 生 期 高 氧 暴露 履 远 期 
学 习 记 忆 能 力 的 损害 。 

综 上 所 述 , 早 期 高 氧 暴露 可 致 未 成 熟 脑 白质 损伤 ， 
主要 表现 为 少 突 胶 质 细 胞 分 化 障碍 ,具体 机 制 可 能 是 高 
氧 引起 脑 内 Notch 信和 号 激活 ,阻碍 了 少 突 胶 质 细胞 的 成 
熟 ,延缓 脑 白 质 发 育 , 对 远 期 学 习 记 忆 能 力 造成 损害 ;而 
DAPT 可 以 通过 抑制 Notch 信 和 号 通路 而 改善 高 氧 导致 的 
组 织 化 学 改变 和 神经 行为 学 变化 。 
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